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MENETELMA BAKTEERIEN TUNNISTAMISEKSI - FORFARANDE FOR 
IDENTIFIERING AV BAKTERIER 



Keksinnon kohteena on menetelma yhden tai useamman bakteerin ja/tai 
5 bakteerilajin tunnistamiseksi ja vahintaan kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin 
osuuden mittaamiseksi bakteerinaytteesta seka mainitun menetelman kayttO. 

TEKNHKAN TASO 

Bakteerien lajispesifinen tunnistaminen ja laskenta sekabakteerinaytteesta on 
nykyisin kaytossa olevilla menetelmilla tySlasta ja hidasta. Sekabakteerinaytteella 
10 tarkbitetaan tassa yhteydessa useita eri bakteerilajeja sisaMvaa naytetta. 
Tyyppiesimerkkeja sekabakteerinaytteista ovat uloste ja jatevesi. Ihmisulosteen on 
todettu sisaltavan 300-400 eri bakteerilajia ja bakteeritiheys naytteessa on luokkaa 
10 11 bakteerisolua per gramma naytetta (Human fecal flora: the normal flora of 20 
Japanese-Hawaiians; W. E. C. Moore and L. V. Holdeman, Applied Microbiology, 
15 1974, vol. 27, p. 961-979). KayttOkelpoisin tamanhetkinen menetelma 
bakteerilajien tunnistamiseksi ja laskemiseksi sekabakteerinaytteesta on 
fluoresenssimikroskopiaa hySdyntava mikroskopia-HSH (Extensive set of 16S 
rRNA-based probes for detection of bacteria in human feces; H. J. M. Harmsen et 
r ° : al., Applied and Environmental Microbiology, 2002, vol. 68, p. 2982-2990). 
:.;*:20 Lyhenne FISH tulee sanoista Fluorescence In Situ Hybridization. FISH on yleisesti 
/r kaytSssa oleva molekyylibiologinen tekniikka, jossa tunnistettavan solun 
nuMeiinihapposekvenssiin liitetaan eli hybridisoidaan sekvenssispesifinen koetin. 
>*\i Koetin on maaratyn emasjarjestyksen omaava lyhyt nukleiinihappoketju, joka solun 
sisaan saatettuna liittyy vastinemaksiinsa. Koettimen spesifisyys perustuu koettimen 
25 emassekvenssin ja vastinemassekvenssin yhteensopivuuteen. Bakteriologisessa 
FISH-tekniikassa kaytettavien koettimien kohdesekvensseina ovat bakteerien 
ribosomien 16S rRNA- tai 23S rRNA-rakenneyksikoiden nukleiinihapoL Koetin 
sitoutuu hybridisaatiossa kohdesolun sekvenssiin vain, mikali koettimen ja 
kohdesolun 16S rRNArn tai 23S rRNArn sekvenssin muodostavat emakset ovat 
;30 yhteensopivia. 16S rRNA- ja 23S rRNA-molekyyleja koodittavat geenialueet ovat 
bakteerien evoluution kehittyessa pysyneet lahes muuttumattomina. Ko. geenit ja 
ribosomien rakenne ovat sekvenssiltaan samankaltaisia sellaisilla bakteerilajeilla, 
jotka ovat evoluutiohistorialtaan lahekkaisia. 16S tai 23S rRNArhan sitoutuvat 
koettimet voidaan taman vuoksi valmistaa sellaisiksi, etta ne sitoutuvat vain 
35 joidenkin, toisilleen sukua olevien bakteeriryhmien 16S rRNA- tai 23S rRNA- 



nuldeiinihapposekvensseihin (Phylogenetic identification and in situ detection of 
individual microbial cells without cultivation; R. I. Amann et al., Microbiological 
Rewiews, 1995, vol. 59, p. 143-169). Taten voidaan luoda esim. Bifidobacterium- 
suvulle spesifinen koetin. 16S rRNA-hybridisaatiossa koettimen sekvenssille 
5 sopivia 16S rRNA-molekyyleja on yhdessa bakteerisolussa muutamasta sadasta 
muutamiin tuhansiin kappaletta, joten koettimien maaran ollessa riittava koettimia 
sitoutuu satoja tai tuhansia yhteen bakteerisoluun. 

HSH-tekniikassa hybridisoituneen bakteerin tunnistus perustuu siihen, etta 
koettimeen on liitetty fluoresoiva molekyyli eli fluorokromi. Fluorokromit virittyvat 
10 absorboidessaan energiaa niille luonteenomaisen absorbanssispektrin 
aallonpituuksilla. Viritystilan syntyminen edellyttaa, etta fluorokromimolekyylin 
elektroni(t) absorboi eli vastaanottaa energiakvantin ja siirtyy ulommalle 
elektronikuorelle. Kun viritystila purkautuu, elektroni emittoi eli luovuttaa 
energiakvantin ja palaa perustilaansa. Kunkin fluorokromin absorbanssispektrissa 
15 on absorptiomaksimi eli se aallonpituus, jota fluorokromi absorboi eniten. 
Viritystilan purkautuessa fluorokromit emittoivat viritysaallonpituutta 
pidempiaallonpitoisia fotoneja eli ne fluoresoivat. Myos emittoidun valon 
aallonpituudet muodostavat jakauman eli emissiospektrin. Emissiospektrin 
emissiomaksimi on se aallonpituus, jota fluorokromi emittoi eniten. Absorptio- ja 
20 emissiomaksimien eroa sanotaan Stokesin siirtymaksi. Tyypillinen F1SH- 
menetelmassa kaytetty fluorokromi on fluoreskaiini, jonka absorptiomaksimi on 
494 nm, emissiomaksimi 520 nm ja Stokesin siirtyma taten 26 nm (Handbook of 
Fluorescent Probes and Research Products, Molecular Probes). Historiallisista syista 
fluoreskaiini on kaytetyin fluorokromi ja sita kaytetaan yleisesti 
:\f25 referenssifluorokromina. Kayton haittapuolia ovat suhteellisen riopea intensiteetin 
aleneminen (photobleaching), joka vaikeuttaa mikroskopia-FISH -menetelmassa 
bakteerien laskentaa. Lisaksi fluoreskaiinin emittoiman valon intensiteetin pH- 
; herkkyys hankaloittaa sen kayttsa monissa sovelluksissa ja hidastaa reagenssien 
valmistusta. Fluoreskaiinilla on my5s laaja emissiospektri, mika vaikeuttaa sen 
30 kayttoa useita fluorokromeja hySdyntavissa sovelluksissa. Yleensa mikroskopia- 
! FISH-menetelmassa naytetta valaistaan laajan aallonpituusspektrin omaavalla 
: valonlahteelia, jolloin koettimiin sidotut leimat virittyvat ja emittoivat valoa 
emissiospektrinsa aallonpituuksien suhteessa. Kun naytetta tarkastellaan 
mikroskopia-HSHrssa kaytettavaila fluoresenssi-mikroskoopilla sopivan 
35 aallonpituussuodattimen lapi, ainoastaan hybridisoituneet bakteerit nakyvat 
emittoivina partikkeleina eli vaaleina pisteina tummassa mikroskoopin 
nakokentassa. 



3 

HSH-tekniikkaan yhdistetaSn yleisesti DNA-vSrjays naytteessa olevien kaikkien 
bakteerien eli kokonaisbakteerimaaran laskemiseksi. Luonnon sekabakteerinaytteet 
sisaltavSt bakteerien lisSksi aina myos ei-bakteeriperaista materiaalia. EsimerkkeinS 
voidaah mainita ulosteen kuidut ja jatevesien epaorgaaniset materiaalit KaytettavSt 

5 DNA-varit ovat yleisesti DNA:n kaksoiskierteeseen interkalatoituvia fluorokromeja, 
joiden intensiteetti kasvaa moninkertaiseksi sitoutumisen seurauksena. Esimerkkeja 
DNA-vSreista ovat propidiumjodidi ja etidiumjodidi. DNA-varit sitoutuvat my6s 
hybridisoituihin bakteereihin. Jotta koettimella hybridisoituneet bakteerit voidaan 
erottaa kaikkien DNA-vSrjaytyneiden bakteerien joukosta eri varisina, on DNA- 

10 varin emissiospektrin erottava koettimeen liitetyn fluorokromin emissiospektrista. 
Usein my5s DNA-varin absorptiospektri poikkeaa koettimen varin 
absorptiospektrista. KayttamSlla DNA-v3rjaysta FISH:n yhteydessa saadaan 
hybridisoituneet ja DNA-vSrjaytyneet kohdebakteerit erotettua vain DNA- 
varjaytyneista naytteen mxiista bakteereista ja DNA-varjaytymattomista DNA:ta 

15 sisaltamattOmista partikkeleista. 

Mikroskopia-FISH-menetelmassa hybridisoitu sekabakteerinayte tutkitaan 
fluoresenssimikroskoopilla. Tassa menetelmassa mikroskooppilasille kiinnitettya 
naytetta valaistaan laajan aallonpituusspektrin omaavalla valonlahteella, jolloin 
naytteessa olevat fluorokromit absorboivat energiaa ja emittoivat valoa 
emissiospektrinsa aallonpituusj akauman mukaisesti. Naytteen tarkastelu tapahtuu 
naytteesta heijastuvan valon eri aallonpituuksia suodattavien optisten 
komponenttien lapi. Hybridisoitujen bakteerien maaran laskemiseen kaytetaan 
suodatinta, joka paastaa lapi vain koettimen fluorokromin emittoimaa valoa. 
Bakteerien kokonaismaaran laskemiseen kaytetaan suodatinta, joka paastaa lapi 
vain DNA-varin emittoimaa valoa. Tietamaila naytteen kohdebakteerien maara ja 
kokonaisbakteerien maara saadaan kohdebakteerien osuus laskettua. 

Mikroskopia-FISH--meneteln^ln heikkouksia ovat sen hitaus ja tulosten 
tulkinnanvaraisuus epaspesifisen hybridisaation vuoksi. Epaspesifisessa 
hybridisaatiossa hybridisoitava koetin tarttuu muiden kuin varsinaisten 
kohdebakteerien nukleiinihappoihin ja jopa bakteerien pintarakenteisiin. Bakteeriin 
epaspesifisesti hybridisoituneen koettimen maara on yleensa vahaisempi kuin 
koettimen maara varsinaisissa hybridisoituneissa kohdebakteereissa, mutta 
vahainenkin koetinmaara saa bakteerin nakymaan taustaansa vaaleampana. Tama 
aiheuttaa tulkinnan vaikeutta mikroskopia-FISH:ssa. Menetelman hyvin hallitseva 
henkilfi pystyy laskemaan enintaan joitakin tuhansia bakteerisoluja tunnissa. 
Sekabakteerinaytteiden sisaltamasta valtavasta bakteerimaarasta saadaan 
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kohtuullisella ajankaytiilia laskettua hyvin pieni osa, joten otosjoukko jaa pieneksi 
(Phylogenetic identification and in situ detection of individual microbial cells 
without cultivation; R. L Amann et al., Microbiological Rewiews, 1995, vol. 59, p. 
143-169). Naista syista mila:oskopia-HSH-menetelmalla saatujen tulosten 
5 toistettavuus jaa usein huonoksi. 

Mikroskopia-FISH:n heikkouksien vuoksi sen tilalle on pyritty kehittamaan 
nopeampia ja luotettavarnpia menetelmia. Yhtena ratkaisuvaihtoehtona on esitetty 
menetelma, jossa mikroskoopin okulaareihin on kiinnitetty video- tai 
digitaalikamera. Kameran kuvaamat kuvat on analysoitu tietokoneistetulla 

10 kuvankasittelyohjelmalla, joka tunnistaa kustakin kuvasta sSadettya kirkkausrajaa 
kirkkaammat partikkelit ja laskee nama tutkittaviksi bakteereiksi (Automatic signal 
classification in fluorescence in situ hybridization images; B. Lerner et al., 
Cytometry, 2001, vol. 43, p. 87-93). TaM menetelmSlla saadaan analyysinopeutta 
lisattya hieman, mutta naytteen analysointi on edelleen melko hidasta. Aivan kuten 

15 ihmisvoimin tehdyssa mikroskopia-FISHrssa, koneellisen mikroskopia-HSH:nkin 
ongelma on tunnistettavan kirkkausrajan maaritys ja epaspesifisesti 
hybridisoituneiden bakteerien erottaminen hybridisoituneista kohdebakteereista. 
Koneellinen mikroskopia-HSH ei ole levinnyt laajaan kaytt65n. 

Virtaussytometria on jo vuosikymmenia kaytossa ollut menetelma, jolla voidaan 
r# : 20 analysoida ja laskea nesteessa olevia partikkeleita hyvin nopeasti. Monet partikkeUt 

• voidaan suspensoida liuokseksi. Virtaussytometrian avulla saadaan naytteen 
"V partikkeleista mitattua useita parametreja samanaikaisesti. Virtausytometriaa 

kaytetaan useissa erilaisissa kliinisissa ja teollisissa sovelluksissa, erityisesti 

" \ biolaaketieteen alalia. Virtaussytometria on nykyaan tarkein nestemaisten 

• # « 

"25 eukaryoottisolunaytteiden kvalitatiivinen tunnistus- ja laskentamenetelma. Mm. 
%.* 5 ihmisen veren valkosoluja tutkitaan ratiininomaisesti automatisoiduilla 
virtaussytometreilia. Sen sijaan prokaryoottisolujen eli bakteerien 
virtauss^ometriset analyysimenetelmat eivat ole levinneet laajaan kaytt66n. 
Virtaussytometriaan perustuvien bakteriologisten analyysi- ja laskentamenetelmien 
^.30 yleistymisen esteena on ollut virtaussytometrialaitteiden tekniikan ja 
l.l^ virtaussytometrian osaamisen taso, joka ei ole sallinut eukaryoottisoluja 
* # : # * huomattavasti pienempien prokaryoottisolujen luotettavaa analyysia. Viimeisten 
kymmenen vuoden aikana virtaussytometrialaitteistojen kehittymisen myota 
virtaussytometriaan perustuvia menetelmia bakteerien analysoimiseksi on kuitenkin 
35 julkaistu (Flow cytometry and cell sorting of heterogeneous microbial populations: 
the importance of single-cell analyses; H. M. Davey and D. B. Kell, 



Microbiological Reviews, 1996, vol. 60, p. 641-696). Taila hetkella tunnetut 
menetelmat eivat ole soveliaita rutiinikaytt65n eika niilla voida laskea 
sekabakteerinaytteiden bakteerikonsentraatioita. MyOskaan analysoidut naytteet 
eivat ole olleet ulosteen kaltaisia lajikirjoltaan tuntemattomia sekabakteerinaytteita. 
5 Esitetyt menetelmat bakteerien tunnistamiseksi virtaussytometrilla eivat perustu 
virtaussytometrin ja fluoresoivien hybridisaatiokoettimien yhtaaikaiseen kayttoon 
(esimerkiksi julkaisut US 2002/076,743, US 6,165,740, DE 19608320, EP 304 
501,DE 19945553, EP 337 189). Tieteellisissa artikkeleissa on perehdytty lahinna 
yhta bakteerilajia sisaltavien puhdasviljelmanaytteiden analysointiin, tutkittu 

10 bakteerien ja veren valkosolujen interaktioita, bakteerien aineenvaihduntaprosesseja 
ja lisaantymista seka erotettu elavia bakteereja kuolleista (Analysis of bacterial 
function by multi-color fluorescence flow cytometry and single cell sorting; G. 
Nebe-von-Caron et al., Journal of Microbial Methods, 2000, vol. 42, p. 97-114). 
Sekabakteerinaytteiden virtaussytometrista tutlrimista on kokeiltu kayttamalla 

15 bakteereihin tarttuvia vasta-aineita (Multiparameter flow cytometry of bacteria: 
implications for diagnostics and therapeutics; H. M. Shapiro, Cytometry, 2001, vol. 
43, p. 223-226, ja Detection of the plant pathogenic bacterium Xanthomonas 
campestris pv. Campestris in seed extracts of Brassica sp. applying fluorescent 
antibodies and flow cytometry; L. G. Chitarra et al., Cytometry, 2002, vol. 47, p. 

20 1 18-126, ja D. Vealin patentti US6225046, ja L. Terstappenin patentti EP0347039). 

. Vasta-aineiden kayttodn perustuneet menetelmat eivat kuitenkaan ole 

mahdollistaneet luotettavaa sekabakteerinaytteiden lajispesifista tutkimista, koska 

: vasta-aineet eivat ole bakteerilajispesifisia. Vasta-aineet tarttuvat bakteerien 

pintarakenteisiin, jotka eivat ole laji- tai sukuspesifisia, ja voivat sitoutua siis 

J 25 useisiin erilaisiin bakteerilajeihin.. Samoja pintarakenteita on loydettavissa hyvin 
■ 

I erilaisista bakteereista ja toisaalta samakantaisilla bakteereilla voi olla hyvin 
> erilaisia pintamolekyyleja (What determines arthritogenicity of a bacterial cell 
wall?; X. Zhang, vaitoskirja, 2001, Turun yliopisto). 

Virtaussytometrin tarkeimmat komponentit ovat paineistettu 

» 

•"30 naytteensySttejarjestelma, laser ja signaalintunnistuslaitteisto. Virtaussytometrilla 
tutkittavista partikkeleista saatu tieto analysoidaan virtaussytometriin liitetylla 
tietokoneella. Virtaussytometrin paineistettu naytteensyottojarjestelma pumppaa 
tutkittavaa naytetta naytteensyQttoneulaan. NaytteensyottSneulan paassa olevasta 
reiasta nayte virtaa virtauskammioon, joka sisaltaa vaippanestetta. Vaippanesteena 
•*35 kaytetaan optisilta ominaisuuksiltaan nayteliuoksen kaltaista nestetta. 
NaytteensyQttoneulasta tullutta ohutta nayteliuosvirtaa ymparinva vaippaneste 
pakottaa nayteliuosvirrassa olevat partikkelit erilleen toisistaan ja yhtenaiseksi 
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jonoksi. Tapahtumaa kutsutaan hydrodynaamiseksi fokusoinniksi. Partikkelijono on 
kohdistettu virtaussytometriin kuuluvan laserin kanssa siten, etta lasersade kohtaa 
partikkelit suorassa kulmassa. Naytteensyiittolaitteiston ja laserin lisaksi kolmas 
virtaussytometrin keskeinen laitteistokomponentti on signaalintunnistuslaitteisto. 
5 Tutkittavassa naytteessa olevat partikkelit aiheuttavat lasersateen siroamista. 
Lasersateen siroaminen laserin kulkusuunnassa pienissa kulmissa tunnistetaan 
fotodiodilla laserin tulosuuntaa vastaan. Siroamiskulman suuruutta mitataan 
Forward Scatter -parametrina (FSC). Laserin siroamista suuremmissa kulmissa 
kulkusuuntaansa nahden mitataan Side Scatter -parametrina (SSC) 
10 valomonistinputkella. FSC korreloi karkeasti tunnistettavien partikkelien kokoon 
siten, etta suuret lasersateeseen osuneet partikkelit sirottavat lasersadetta enemman 
kuin pienet. SSC-parametri korreloi partikkelin muotoon ja jyvaisyyteen. SSC- ja 
FSC-detektorien lisaksi signaalintunnistuslaitteistoon kuuluu valomonistinputkia 
naytteesta tulevan fluoresenssin tunnistamiseksi. Laserin korkeaenergiset fotonit 
15 virittavat tutkittavissa partikkeleissa olevia fluorokromeja. Huorokromien 
viritystilan pxirkautuessa ne emittoivat valoa emissiospektriensa mukaisesti. 
Fluoresenssi mitataan sopivaa aallonpituutta tunnistavilla valomonistinputkilla. 
Fluoresenssidetektorit sijaitsevat laseriin nahden yleensa samassa suunnassa kuin 
SSC-detektori, Emittoitunut valo rekisteroidaan sopivaa aallonpituutta tunnistavilla 
20 valomonistinputkilla suorassa kulmassa laserin ja nestevirran tulosuuntiin nahden. 
Tavallisimmissa virtaussytometreissa fluoresenssia tunnistetaan neljalla 
valomonistinputkella, joiden lyhenteet ovat vastaavasti FL1, FL2, FL3 ja FL4, FL- 
detektorien valoteille asetetuilla aallonpituussuodattimilla saadaan kukin detektori 
vain maaratyn aallonpituusalueen tunnistavaksi. Tutkittavien partikkelien 
25 erottamiseksi laitteiston taustakohinasta ja nayteliuoksen epapuhtauksista voidaan 
maarittaa kynnysarvo yhdelle tai useammalle sironta- tai fluoresenssikanavalle. 
Mikali partikkeli aiheuttaa ko. kanavalla (kanavilla) kynnysarvon ylittavan 
signaalin, virtaussytometrin elektroniikka mittaa kyseisen partikkelin parametrit. 
: Mikali partikkelin kynnysarvokanavalla aiheuttama signaali alittaa kynnysarvon, 
*30 partikkelin parametrit jatetaan mittaamatta. Kynnysarvot tulisi asettaa siten, etta 
tutMttavia partikkeleita ei jaa mittaamatta eli analysoitava otos on edustava eika 
vaaristynjrt. Virtaussytometrin eri detektoreilta keratyt signaalit johdetaan 
signaalinkasittelylaitteistoon ja saatu tieto analysoidaan tietokoneohjelman avulla. 
Tutkittavan naytteen sisaltamat partikkelit esitetaan yleisimmin kaksiulotteisessa 
35 pistekuvaajassa, jossa kummallakin akselilla on jokin tunnistusparametreista: FSC, 
SSC tai jokin fluoresenssikanavista. Tunnistetut partikkelit esitetaan kuvaajassa 
pisteina, jolloin samantyyppiset partikkelit muodostavat pisteryhmia eli 
populaatioita. Pistekuvaajaa kaytettaessa on naytteesta mahdollista analysoida vain 



kahta muuttujaa kerrallaan. Mikali halutaan erotella populaatioita useamman kuin 
kahden muuttujan perusteella, taytyy analyysi suorittaa useammassa 
pistekuvaajassa. 

Merkittava ero mikroskopiaan ja virtaussytometriaan perustuvien FISH-sovellusten 
5 vSlilla on naytteessa olevien fluorokromien virittamiseen kaytetyn valonlahteen 
erilaisuus. Mikroskopia-FISH:ssa nSytetta valaistaan laajaspektrisella valolla, joka 
kykenee virittamaan usean eri viritysaallonpituuden omaavia fluorokromeja 
samanaikaisesti. Aallonpituussuodatinta vaihtamalla samasta naytteesta voidaan 
kulloiiikin laskea halutun fluorokromin sisaltava bakteeripopulaatio. 
10 Virtaussytometriassa fluorokromien virittaminen tapahtuu usein yhta aallonpituutta 
sisaltavalla laserilla. Mikali yhdella laserilla varustetulla virtaussytometrilla 
tutkitaan kahta tai useampaa fluorokromia samanaikaisesti, on kaytettavien 
fluorokromien oltava sellaisia, etta ne virittyvat samalla aallonpituudella, mutta 
niiden emissiot eroavat siten, etta kukin populaatio voidaan tunnistaa omalla FL- 
15 detektorillaan. Tallaisten fluorokromiyhdistelmien kaytt5 on yleista 
eukaryoottisolimaytteiden analyyseissa, mutta toimivia FISH-tekniikkaan sopivia 
fluorokromiyhdistelmia ei tunneta (Handbook of Fluorescent Probes and Research 
Products, Molecular Probes). Kaytannossa tama on tarkoittanut sita, etta 
virtaussytometria-FISHrlla ei ole ollut mahdollista erottaa ja laskea koettimella 
20 hybridisoitunutta ja DNA-varjaytynytta kohdepopulaatiota vain DNA- 
varjaytyneesta naytteen muut bakteerit sisaltavasta populaatiosta seka ei- 
bakteeriperaisten partikkelien muodostamasta taustapopulaatiosta samassa 
analyysissa. 



\ \ Tahanastisissa, vain tieteelliseen lutkimuskaytt56n soveltuvissa, virtaussytometria- 
; . % 225 FISH -menetelmissa 16S rRNA-hybridisoituneen kohdepopulaation erottaminen 

• e • 

K.J naytteen muista bakteereista ja taustapopulaatiosta on perustunut useaan 
eriaikaiseen anal}^ysiin seka muiden kuin fluoresenssiparametrien kaytt<36n. 
Na^teen sisaltamien bakteerisolujen maaraa ja hybridisoituneiden kohdebakteerien 
osuutta ei ole voitu laskea samassa analyysissa. Toistaiseksi parhaassa 
s .\30 virtaussytometria-FISH -menetelmassa kohdebakteerit on fluoresenssin 
ill erotuskyvyn lisaamiseksi hybridisoitu kahdella eri koettimella (Quantification of 
uncultured Ruminococcus obeum-Yik& bacteria in human fecal samples with 
fluorescent in situ hybridization and flow cytometry using 16S rRNA targeted 
probes; E. G. Zoetendal et al., vaitOskirjassa Molecular characterization of bacterial 
35 communities in the human gastrointestinal tract, 2001, E. G. Zoetendal, 
Wageningenin yliopisto, Hollanti). Koettimet on leimattu erilaisilla fluorokromeilla, 
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jotka nakyvSt eri fluoresenssikanavilla. Koettimien fluorokromien viritys- ja 
emissioaallonpituusspektrit ovat niin kaukana toisistaan, etta fluorokromien 
virittaminen ei enaa onnistu yhdella laserilla, vaan joudutaan kayttamaan kahta eri 
aallonpituuden laseria, joiden sateet osuvat naytteen partikkeleihin eri aikaan. Tassa 
menetelmassa kumpaakin laseria joudutaan kayttamaan kohdepopulaation 
erottamiseen naytteen muista bakteereista. Samoin pistekuvaajan kuramatkin akselit 
kaytetaan kohdepopulaation erottamiseen naytteen muista bakteereista eika 
kokonaisbakteeripopulaation samanaikainen erottaminen taustapopulaatiosta ole 
mahdollista. Kokonaisbakteerimaaran laskemista varten joudutaan tekemaan toinen 
analyysi, jossa nayte ei ole hybridisoitu vaan ainoastaan DNA-varjatty. Zoetendalin 
menetelmassa my6s kohdepopulaation erottuminen naytteen muista bakteereista jaa 
heikoksi mm. menetelmassa kaytettyjen fluorokromien heikon intensiteetin ja 
suuren taustan vuoksi. 

Toisessa kaytossa olevassa sovellusvaihtoehdossa kohdepopulaatio on hybridisoitu 
yhdella koettimella, jossa on yksi fluorokromi (Flow cytometric analysis of 
activated sludge with rRNA-targeted probes; G. Wallner et al., Applied and 
Environmental Microbiology, 1995, vol. 61, p 1859-1866). DNA:ta sisaltavien 
partikkelien erottamiseksi DNArta sisaitamattOmista partikkeleista hybridisoitu 
nayte on varjatty DNA-varilla, joka ei ole viritettavissa samalla laserilla kuin 
koettimen fluorokromi, joten tassakin menetelmassa kaytetaan kahta laseria. 
Tavoitteena Wallnerilla on ollut kohdebakteeripopulaation, naytteen muiden 
bakteerien ja taustapopulaation samanaikainen erottaminen samassa kuvaajassa. 
DNA-variksi Wallner on valinnut ultraviolettiaallonpituusalueen valoa absorboivan 
ja emittoivan fluorokromin (Hoechst Blue, Molecular Probes) ja koettimeen liitetty 
fluorokromi on sinivihrean aallonpituusalueen fluoreskaiini. Vaikka menetelmassa 
on kaytetty hyvin voimakkaita ja kalliita, satojen milliwattien tehoisia 
vesijaahdytteisia lasereita, kaytettyjen fluorokromien intensiteetti jaa heikoksi ja 
populaatioita ei voida tyydyttavasti erottaa toisistaan yhdessa analyysissa. 
Erottaakseen DNA-varjaytyneet partikkelit DNA-varjaytymatt5mista partikkeleista 
Wallner joutuu kayttamaan ylimaaraista sovellusohjelmaa, joka jattaa DNA- 
varjaytymattOmat partikkelit kokonaan analyysin ulkopuolelle eika DNA- 
varjaytyneita ja DNA-varjaantymatt6mia partikkeleita saada samaan 
pistekuvaajaan. T3ma heikentaa menetelman luotettavuutta. Wallner ei myoskaan 
laske bakteerien konsentraatiota tilavuusyksikkea kohden, vaan ainoastaan 
bakteerilajien suhteellisia osuuksia. 



Kolmas tieteellisissa julkaisuissa esitetty virtaussytometrinen menetelma 16S 
rRNA-hybridisoitujen sekabakteerinaytteiden analysoimiseksi perustuu yhden 
laserin ja sille sopivien DNA-varin ja koettimeen liitetyn fluorokromin kayttoon 
(Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry 

5 for analyzing mixed microbial populations; R. Amann et al., Applied and 
Environmental Microbiology, 1990, voL 56, p. 1919-1925). TSssSkaan 
menetelmassa koettimissa kaytettyjen fluorokromien fluoresenssin matala 
intensiteetti ei mahdollista kohdebakteerien eli analysoitavien bakteerien 
erottumista naytteen muista bakteereista. Kaytetyn DNA-varin absorptiomaksimi on 

10 samalla aallonpituusalueella kuin koettimen fluorokromin emissiomaksimi. 
Kohdebakteereita naytteen muista bakteereista erottava koettimen fluorokromi 
kuluttaa emissioenergiaansa DNA-vSrin virittamiseen eika kohdebakteerien 
fluoresenssi riita niiden luotettavaan erottumiseen naytteen muista bakteereista. 
Mikali DNA-vari ja fluorokromilla leimattu koetin ovat sitoutuneet riittavan lahelle 

15 toisiaan, voi naiden valinen energiansiirto tapahtua my6s suoraan molekyylien 
valisena energiansiirtona ilman fotoneja esimerkiksi FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) -ilmiona (Use of phycoerythrin and allophycocyanin 
for fluorescence resonance energy transfer analyzed by flow cytometry: Advantages 
and limitations; P. Batard Cytometry, 2002, vol. 48, p. 97-105). 

20 Kohdebakteeripopulaatio ja naytteen muiden bakteerien muodostama populaatio 
jaavat pistekuvaajalla paallekkaiseksi eika bakteerisolujen lukumaaraa ja 
kohdebakteerien osuutta naytteen kokonaisbakteerimaarasta voida laskea. 

l* Kuten edella on esitetty, Zoetendalin, Wallnerin kuin Amannin menetelmissa 
kaikkia kolmea populaatioita: kohdebakteereita, naytteen muita bakteereita ja DNA- 
, ;25 varjaytymattdmia partikkeleita ei saada luotettavasti erottumaan. Naytteen 
•* bakteerikonsentraatiota ja kohdebakteerien osuutta ei saada laskettua luotettavasti. 
Nama menetelmat eivat siis sovellu monimutkaisten sekabakteerinaytteiden kuten 
ulosteen bakteerikonsentraatioiden laskemiseen seka yksittaisten bakteerilajien 
*} spesifiseen ja luotettavaan tunnistamiseen ja laskemiseen. Taman seurauksena 
.. : 30 virtaussytometriset sekabakteerinayteanalyysit ovat olleet epaluotettavia ja 
: * : mikroskopia-FISH on edelleen ainoa varteenotettava menetelma 
••• sekabakteerinaytteiden sisaltamien bakteerien lajispesifiseksi tunnistamiseksi ja 
\ laskemiseksi. 

Keksinnon tavoitteena onkin nyt saada aikaan menetelma, jolla on mahdollista 
35 analysoida sekabakteerinayte, tunnistaa siina olevat bakteerit ja/tai bakteerilajit seka 
mitata niiden osuudet naytteessa. KeksinnOn tavoitteena on lisaksi saada aikaan 
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menetelma, jolla on mahdollista mitata my6s bakteerien ja/tai bakteerilajien 
konsentraatiot naytteessa, Edelleen keksinnGn tavoitteena on saada aikaan tallainen 
menetelma joka olisi nopea, halpa ja luotettava. 

KEKSINNON LYHYT KUVAUS 

Edella esitetyt tavoitteet on nyt saavutettu keksinnon mukaisella menetelmalla. 

Keksinnon kohteena on menetelma yhden tai useamman bakteerin ja/tai 
bakteerilajin tunnistamiseksi ja vahintaan kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin 
osuuden mittaamiseksi bakteerinaytteesta, joka bakteerinayte sisaltaa partikkeleita. 
Keksinnolle on tunnusomaista se, mita on esitetty oheisissa patenttivaatimuksissa. 

Keksinn5n mukaisessa menetelmassa 

a) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaahsiin RNA- 
molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty ensimmaista 
fluorokromia, joka absorboi valoa ensimmaisella aallonpituusalueella, 

b) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista 
fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituusalueella, 

c) bakteerinayte syfitetaan virtaussytometriin, 

d) mainittua ensimmaista fluorokromia viritetaSn mainitussa 
virtaussytometrissa ensimmaisella aallonpituusalueella olevaUa 
monokromaattisella valolla, 

e) mainittua toista fluorokromia viritetaan mainitussa virtaussytometrissa 
toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla, 

f) detektoidaan naytteen partikkeleista siroava valo ja naytteen partikkeleihin 
sitoutuneiden fluorokromien fluoresenssi, jolloin saadaan joukko 
jannitepulsseja, ja 

g) analysoidaan mainittu joukko jannitepulsseja, 

ja lisaksi fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on vahttu 
siten, etta bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA- 
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerinaytteen vahintaan 
yhden bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskimaaraisten 
fluoresenssien intensiteettien ero on vahintaan nelinkertainen logaritmisella 
asteikolla. 

KeksinnOn kohteena on lisaksi keksinnOn mukaisen menetelman kayttS 
bakteerikantojen tunnistamiseen ja niiden osuuksien mittaamiseen. 
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KEKSINNON TARKEMPI KUVAUS 

Keksinnon mukaisessa menetelmassa yhden tai useamman bakteerin ja/tai 
bakteerilajin tunnistamiseksi ja vahintaan kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin 
osuuden mittaamiseksi bakteerinaytteesta, joka bakteerinSyte sisaltaa partikkeleita, 

a) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA- 
molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty ensimmaista 
fluorokromia, joka absorboi valoa ensimmSisella aallonpituusalueella, 

b) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista 
fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituusalueella, 

c) bakteerinayte syotetato virtaussytometriin, 

d) mainittua ensimmaista fluorokromia viritetaan mainitussa 
virtaussytometrissa ensimmaisella aallonpituusalueella olevalla 
monokromaattisella valolla, 

e) mainittua toista fluorokromia viritetaan mainitussa virtaussytometrissa 
toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valoUa, 

f) detektoidaan naytteen partikkeleista siroava valo ja naytteen partikkeleihin 
sitoutuneiden fluorokromien fluoresenssi, jolloin saadaan joukko 
jannitepulsseja^ ja 

g) analysoidaan mainittu joukko jannitepulsseja, 

ja lisaksi fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu 
siten, etta bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA- 
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerinaytteen vahintaan 
yhden bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskimaaraisten 
fluoresenssien intensiteettien ero on vahintaan nelinkertainen logaritmisella 
asteikolla. 

Keksinn6n mukainen menetelma siis ratkaisee ylla kuvatut pngelmat ja 
mahdollistaa virtaussytometrian laajamittaisen kayton sekabakteerinaytteiden 
sisaltamien bakteerilajien lajispesifisessa tunnistamisessa ja bakteerisolujen 
laskemisessa. Keksinnon mukaisella menetelmalla on siis mahdollista analysoida 
sekabakteerinayte, tunnistaa siina olevat bakteerit ja/tai bakteerilajit seka mitata 
niiden osuudet naytteessa, kuten jaljempana esitetaan. Lisaksi keksinnSn mukainen 
menetelma on nopea, halpa ja luotettava. 

Keksinnon mukainen virtaussytometrinen menetelma bakteerien lajispesifiseksi 
tunnistamiseksi ja niiden osuuden mittaamiseksi sekabakteerinaytteesta eroaa 



12 

merkittavasti aiemmin kuvatuista menetelmista siina, etta kohdebakteerien, naytteen 
muiden bakteerien ja taustapopulaation erottaminen seka naytteen sisaltamien 
bakteerisolujen tarkan lukumSaran ja kohdebakteerien osuuden laskeminen on 
mahdollista yhdelia analyysilia. 

5 Olennainen ero Zoetendalin kahta laseria hyfidyntavaan menetelmaan on siina, etta 
Zoetendalin menetelmassa kumpaakin laseria kaytetaan koettimissa olevien 
fluorokromien virittamiseen eli kohdebakteerien erottamiseen naytteen muista 
bakteereista eika DNA-varjaytynytta kokonaisbakteeripopulaatiota voida erottaa 
taustapopulaatiosta samassa analyysissa. Analysoitavien partikkelien kynnysarvo on 
10 Zoetendalin menetelmassa saadetty FSC-parametrille. Tama on johtanut otoksen 
vaaristymaan, koska suurella osalla bakteerisoluista FSC-parametrin arvo on jaanyt 
alle saadetyn kynnysarvon. Heikko otos on todettavissa Zoetendalin julkaisun 
kuvista. Kahden eri analyysin ja naytteen kaytto heikentaa tulosten luotettavuutta 
olennaisesti. Kahden koettimen kayttO lisaa kustannuksia ja osaltaan myOs 
15 heikentaa menetelman luotettavuutta, koska koettimet eivat valttamatta hybridisoi 
samoja bakteerilajeja. Zoetendalin menetelmassa ei myoskaan voida osoittaa, etta 
koettimet todella olisivat sitoutuneet DNA:ta sisaltaviin partikkeleihin, koska DNA- 
varjaytyneita ja hybridisoituneita bakteereita tarkastellaan eri naytteista. 

Toisaalta taas nyt kehitetyn menetelman olennainen ero Wallnerin menetelmaan 
nahden on mm. siina, etta Wallner kayttaa DNA-varina UV-aallonpituusalueen 
fluorokromia ja hybridisaatiokoettimessa sinivihrean aallonpituusalueen 
fluorokromia. Wallnerin kayttamat fluorokromit ovat niin matalaintensiteettisia, etta 
naytteen eri populaatiot eivat erotu luotettavasti. Wallnerin kyimysarvona on SSO 
parametri, mika aiheuttaa otosjoukon vaaristyman. Wallner poistaa DNA- 
varjaytymatttimat partikkelit analyyseista tietokoneohjelman avulla, mika johtaa 
otoksen lisavaaristymaan. Menetelmajarjestelynsa vuoksi Wallner kayttaa 
suuritehoisia ja kalliita satojen miUiwattien vesijaahdytteisia argon-ionilasereita 
eika kohdebakteereita silti pystyta erottamaan naytteen muista bakteereista. 
Wallnerin julkaisussa sekabakteerinaytteena on kaytetty vedenpuhdistuksessa 
kaytettavaa aktiivilietetta, joka on keinotekoinen sekabakteerinayte. Aktiivilietteen 
bakteerit sisaltavat enemman rRNA:ta kuin luonnontilaiset bakteerit, joten 
Wallnerin kayttamaa naytetta ei voi verrata suoliston bakteeriflooran kaltaiseen 
monimutkaiseen ekosysteemiin. Wallner itsekin toteaa artikkelissaan, etta hanen 
menetelmansa ei toimi aktiivilietetta monimutkaisempien sekabakteerinaytteiden 
kuten ulosteen tutkimisessa. 
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Amannin menetelma yksilasersovelluksineen taas on perustavalla tavalla erilainen 
kuin tassa patenttihakemuksessa esiteltava menetelma. 

MerkittSva etu tamSn patenttihakemuksen kohteena olevalla menetelmalla 
saavutetaan siina, etta kaikkien kolmen populaation: kohdebakteeripopulaation, 
naytteen muiden bakteerien muodostaman populaation ja taustapopulaation 
luotettava samanaikainen erottaminen on mahdollista. Tama nopeuttaa naytteiden 
analyysia ja tekee sekabakteerinaytteiden sisaltamien bakteerien lajispesifisesta 
tunnistamisesta ja laskemisesta aiempaa luotettavampaa seka mahdollistaa naytteen 
bakteerikonsentraation selvittamisen. 

KeksinnSn mukaisessa menetelmassa hybridisoituneiden koettimien voidaan 
todistaa todella olevan bakteereissa eika esimerkiksi taustapopulaation 
partikkeleissa, koska hybridisoituneet partikkelit voidaan havaita DNA- 
varjaytyneina samassa analyysissa. Lisaetu nyt kehitetyssa menetelmassa on se, etta 
menetelma sopii kaytettavaksi ainakin yleisimmissa helposti automatisoitavissa 
olevista virtaussytometreista. Myos kaytettavat fluorokromit ovat hinnaltaan 
edullisia ja laajalti kaupallisesti saatavilla. Kayttamalla esimerkiksi 
hybridisaatiokoettimeen liitettyna fluorokromina punaisen aallonpituusalueen valoa 
riittavasti absorboivaa ja emittoivaa fluorokromia ja DNA-varina (eli DNA:han 
sitoutuneena fluorokromina) oranssin tai lyhyemman aallonpituusalueen valoa 
riittavasti absorboivaa ja emittoivaa fluorokromia, ei haittaavaa energian siirtoa 
fluorokromien valilla tapahdu. Mikali fluorokromeja kaytettaisiin siten, etta 
hybridisaatiokoettimeen liitettaisiin lyhyemman aallonpituusalueen valoa 
absorboiva ja emittoiva fluorokromi ja DNA-varina kaytettaisiin pidemman 
aallonpituusalueen valoa absorboivaa ja emittoivaa fluorokromia, voisi 
kohdebakteerien erottumista naytteen muista bakteereista haittaavaa energian siirtoa 
fluorokromien valilla tapahtua. 

KeksinnSn mukainen FISH-tekniikalla hybridisoitujen bakteerien virtaus- 
sytometrinen analyysi on nopeana, koneellisena ja automatisoitavissa olevana 
menetelmana huomattavasti mikroskopia-FISH:a parempi menetelma 
monimutkaisten sekabakteerinaytteiden lajispesifiseksi tutkimiseksi ja laskemiseksi. 
Virtaussytometrilla pystytaan luotettavasti tunnistamaan jopa tuhansia partikkeleita 
sekunnissa. AikayksikOssa tunnistettujen bakteerien maara on taten moninkertainen 
mikroskopiaan nahden. Oikein viritetyn virtaussytometrialaitteiston antama tieto on 
yksiselitteista, mika vahentaa inhimillisten tekijSiden aiheuttamaa virhetta. 
Virtaussytometrialla voidaan my6s laskea naytteen sisaltamien bakteerien 
lukumaara muita menetelmia tarkemmin ja nopeammin. 
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Bakteerin ja/tai bakteerilajin osuuden mittaamisella tarkoitetaan suhteellisen tai 
absoluuttisen osuuden mittaamista. Keskimaarainen fluoresenssin intensiteetti 
(mean fluorescence intensity) lasketaan joko aritmeettisella tai geometrisella tavalla. 
Edullisesti kaytetaan geometrista keskiarvoa. Alan ammattilaiselle on selvaa, etta 
5 mikaii jakauma noudattaa oleellisesti Gaussin kayraa, saadaan molernmilla tavoilla 
sama tulos, mutta mikaii nain ei ole, saadaan geometrisella tavalla kuvaavampi 
tulos. 

Koettimen sitouttamisella tarkoitetaan sita, etta naytteeseen lisataan koetinta 
ylimaara ja se sitoutuu ainoastaan niihin ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin 

10 (rRNA-molekyyli) johon se on tarkoitettu sitoutumaan. MenetelmSssa kaytetaan 
erityisen edullisesti spesifisia koettLmia ja fluorokromeja, joita tunnetaan useita. 
Esimerkkeja koettimista on annettu muun muassa julkaisussa Phylogenetic 
identification and in situ detection of individual microbial cells without cultivation; 
R. I. Amann et aL, Microbiological Rewiews, 1995, vol. 59, p. 143-169 ja 

15 esimerkkeja fluorokromeista on annettu muun muassa julkaisussa Handbook of 
Fluorescent Probes and Research Products, Molecular Probes. Ylirnaara koetinta 
voidaan joko pesta pois naytteesta tai jattaa naytteeseen, silla siita tulevan 
fluoresenssin ja siroamisen intensiteetti ei ole riittavan korkea hairitakseen tulosten 
tulkintaa. 

20 Fluorokromi on yleensa Uitetty koettimeen jo ennen koettimea sitouttamista 

• bakteerin rRNA-molekyyliin. Fluorokromi voi olla liitetty koettimeen jo koetinta 
"*V ostettaessa tai se on mahdollista liittaS siihen ennen menetelman mukaisen 

••\ kasittelyn aloittamista. 

o a 

Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan mainitut koettimet sitoutetaan 
25 ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin jotka on valittu joukosta, jossa on 16S- 
ribosomaaliset RNA-molekyylit ja 23S- ribosomaaliset RNA-molekyylit. 

• • • 

# / Keksinnon eraan toisen suoritusmuodon mukaan vaiheessa d) virtaussytometriin 

syotettavassa bakteerinaytteessa on lisaksi mikropartikkeleita, joiden 

:Y: sirontaominaisuudet ja/tai fluoresenssiominaisuudet eroavat balcteerinaytteen 

.•••.30 partikkeleiden sirontaominaisuuksista ja/tai fluoresenssiominaisuuksista. 
• • • 

Bakteerinaytteen partikkeleilla tarkoitetaan tassa sen sisaitamia bakteereja, 
epapuhtauksia ja muita valoa sirottavia ja/tai fluoresoivia yksikoita. KeksinnSn 
s ... # mukaisessa menetelmassa on mahdollista kayttaa lisaksi vakioidun nMytemaaran 
annostelevaa syottolaitetta, virtausmittaria tai jotakin muuta alan axnmattimiehen 
35 sinansa tuntemaa laitetta, jolla on mahdoUista mitata analysoidun naytteen maara. 
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Talla tavoin on mahdollista maarittaa analysoitavien bakteerien ja bakteerilajien 
konsentraatio naytteessa. Analysoitavan naytteen sisaltamien bakteerisolujen tarkan 
lukumaaran, bakteerikonsentraation ja kohdebakteerien osuuden laskemiseksi 
voidaan siis kayttaa esimerkiksi fluoresoivia mikropartikkeleita tai vakioisen 
5 naytemaaran annostelevaa syiSttolaitetta. 

Bakteerien kappalemaara voidaan siis maarittaa kayttamalla kaupallisia nayteputkia, 
jotka sisaltavat tunnetun lukumaaran mikropartikkeleita (esimerkiksi TruCount™, 
valmistaja Becton Dickinson). Mikropartikkelit ovat luotettavasti erotettavissa 
muista sekabakteerinaytteen partikkeleista sironta- ja fluoresenssiominaisuuksiensa 

10 perusteella. NayteputM sisaltaa tunnetun maaran mikropartikkeleita ja nayteputkeen 
annostellaan tunnettu maara tutkittavaa naytetta. Naytteeseen homogeenisesti 
jakautuneista mikropartikkeleista tunnistetaan osa. Tunnistettujen mikropartikkelien 
osuus putken kaikista mikropartikkeleista on suoraan verrannollinen samassa ajassa 
tunnistettujen bakteerien osuuteen naytteen kaikista bakteereista. Taten naytteen 

15 bakteerikonsentraatio voidaan helposti laskea. Toinen vaihtoehto naytteen 
sisaltamien bakteerien lukumaaran laskemiseksi on vakioisen naytemaarSn 
annostelevan syottolaitteen kayttaminen (esimerkiksi Particle Analysing System 
PAS, Partec). Sydttolaite annostelee tunnetun tilavuuden naytetta. Annostellun 
tilavuuden osuus naytteen kokonaistilavuudesta on suoraan verrannollinen 

20 tunnistettujen bakteerien osuuteen naytteen kokonaisbakteerimaarasta. 

> • 

t. Kaytettaessa mainittuja mikropartikkeleita, jotka siis eroavat sironta- ja/tai 

/ fluoresenssiominaisuuksiltaan naytteen partikkeleista, voidaan nama 

mikropartikkelit lisata vaiheiden a)-c) mukaisesti kasiteltyyn naytteeseen tai 

painvastoin. Samoin mainitut mikropartikkelit on mahdollista lisata naytteeseen 

'! 25 missa tahansa vaiheessa ennen vaihetta d) eli naytteen syottamista 

o l virtaussjrtometriin. Erityisen edullisesti kaytetaan valmiita koeputkia, joissa on 

ennalta maaritelty maara mikropartikkeleita. Tallaisia putkia valmistaa ja markkinoi 

. : muun muassa yritys Becton Dickinson. 
»• 

" Keksinnon mukaisessa menetelmassa mainitut ensimmaisella ja toisella 
: . : 30 aallonpituusalueella olevat monokromaattiset valot voidaan tuottaa yhdelia, 
# . : kahdella, kolmella tai useammalla valonlahteella. Mikali mainitut valot tuotetaan 
\ 9 useammalla kuin yhdelia valonlahteella, voivat nama valonlahteet olla sijoitettu 
siten, etta niiden tuottamat valonsateet kohdistuvat laitteessa yhteen, kahteen tai 
useampaan kohtaan. Mikali valonsateet kohdistuvat useampaan kuin yhteen 
35 kohtaan, kaytetaan menetelmassa edullisesti signaalinviivastyslaitteistoa 
ensimmaisella valonlahteella synt)aieiden jannitepulssien viivastamiseksi. 
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Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan ensimmainen aallonpituusalue on 600- 
650 nm ja toinen aallonpituusalue on 350-600 nm. Mainitut ensimmainen ja toinen 
aallonpituusalue ovat edullisesti eri aallonpituusalueet, oleellista on etta ehto " 
fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu siten, etta 

5 bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin 
sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerinaytteen vahintaan yhden 
bakteerin DNAihan sitoutettujen fluorokromien keskimaaraisten fluoresenssien 
intensiteettien ero on vahintaan nelinkertainen logaritmisella asteikolla" tayttyy 
jotta menetelmalla saadaan luotettavia tuloksia. Mikali valonsateet kohdistuvat 

10 useampaan kuin yhteen kohtaan, voivat naytteen ensimmaiseksi kohtaaman 
valonsateen aallonpituusalueen aallonpituudet olla korkeampia tai alhaisempia kuin 
naytteen toiseksi kohtaaman aallonpituusalueen aallonpituudet. Mikali kaytetyilla 
fluorokromeilla on merkittavasti erilaiset fluoresenssiominaisuudet, voivat 
aallonpituusalueet olla myos samanlaisia. Merkittavalla erolla tarkoitetaan tassa 

15 eroa, jolla edella mainittu ehto tayttyy. Alan ammattimiehelle on selvaa, etta 
muutamalla nopealla kokeella on mahdollista selvittaa mita aallonpituusalueita tulee 
kayttaa. Jaljempana on kokeellisessa osassa annettu esimerkki aallonpituusalueen 
valinnasta. 

Keksinnon eraan erityisen suoritusmuodon mukaan mainitut valonlahteet on valittu 
20 joukosta, jossa on 635 nm:n diodilaser ja 488 nm:n argon-ionilaser. 

. Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan tutkittava bakteerinayte on nisakkaan 

'* V ruoansulatusjarjestelmasta peraisin oleva nayte. Tallainen nayte voi olla esimerkiksi 

•• 5 . ihmisen tai elaimen ulostetta. Keksinnon eraan toisen suoritusmuodon mukaan 

* ° o tutkittava bakteerinayte on jatevesinayte. Lisaksi keksinnon mukaisella 

" 25 menetelmalla on mahdollista tutkia muun muassa alkuperaiselta koostumukseltaan 

: .^. 2 kiinteita mutta analyysia varten nesteeseen suspensoituja bakteerinaytteita. 

i Keksinn5n edullisen suoritusmuodon mukainen menetelma perustuu kahden, 
analysoitavan naytevirran virtaussuuntaan nahden perakkain asetetun, 
m V eriaallonpituuksisen laserin ja niille sopivien fluorokromien yhtaaikaiseen kaytt65n. 

5 # : # : 30 Toinen kaytetyista lasereista on punaisen aallonpituusalueen (600 - 650 nm) laser ja 
i 99t } toinen lasereista on oranssin tai lyhyemman aallonpituusalueen (450 - 600 nm) 
•% laser. Toinen menetelmassa kaytossa olevista fluorokromeista on liitetty 

hybridisaatiokoettimeen ja toinen on DNA-vari. Hybridisaatiokoettimessa 
kaytettavan fluorokromin absorbanssispektri on sopiva pidempiaallonpituuksiselle 
35 laserille ja DNA-varin absorbanssispektri vastaavasti lyhyempiaallonpituuksiselle 
laserille. Kohdebakteerien nuMeiinihappoihin hybridisoituneiden koettimien 



c o 
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fluorokromeja viritetaan punaisen aallonpituusalueen laserilla tutkittavan lajin 
bakteerien erottamiseksi muista bakteereista. Naytteessa oleviin DNArta sisaltaviin 
partikkeleihin sitoutunut DNA-vari viritetaan oranssin tai lyhyemman 
aallonpituusalueen laserilla DNA:ta sisaltavien partikkelien erottamiseksi DNArta 
5 sisaltamattOmista partikkeleista. Naytteen sisaltamien bakteerisolujen tarkka 
lukumaSra ja kohdebakteerien osuns kaikista bakteereista lasketaan naytteeseen 
homogeenisesti suspensoituja fluoresoivia mikropartikkeleita kayttamaiia. 
Menetelman toimivuus on testattu laskemalla Bifidobacteriim-suvxm bakteerien 
maara ihmisulostenaytteista ja laskemalla samasta analyysista ihmisulosteen 

10 kokonaisbakteerimaara seka Bifidobacterium-suyun bakteerien osuus 
ulostenaytteiden kaikista bakteereista, kuten jaijempana on esitetty kokeellisessa 
osassa. Veirokkimenetelmana on kaytetty ainoaa laajassa kaytossa olevaa 
sekabakteerinaytteiden analyysimenetelmaa eli mikroskopia-FlSHra. Tyoias 
mikroskopia-FlSH suoritettiin erityista huolellisuutta ja tarkkuutta noudattaen. 

15 Menetelmat antavat yhtapitavat tulokset, mika todistaa virtaussytometrisen 
menetelman toimivuuden. Tassa esitetty menetelma on siis esimerkki keksinnfin 
mukaisesta menetelmasta. 

Keksinnon kohteena on lisaksi taman menetelman kayttO bakteerikantojen 
tunnistamiseen ja niiden osuuksien mittaamiseen. Keksinnon erSan suoritusmuodon 

20 mukaan mainittu bakteerikanta on probioottinen bakteerikanta. Alan ammattilaiselle 
on selvaa, etta keksinnfin mukaista menetelmaa on mahdollista kayttaa my6s minka 
tahansa muun bakteerikannan tunnistamiseen, edellyttaen etta tunnistettavalle 
bakteerikannalle on saatavissa menetelmaan soveltuvia koettimia ja fluorokromeja. 
KeksinnSn mukaista menetelmaa on mahdollista kayttaa esimerkiksi prebioottien 

25 tutkimiseen. 



• • • 



• • • 

• « • 



Teollista ja tieteellista sovellettavuutta menetelmalia on nain ollen esimerkiksi 
. elintarvike- ja rehuteollisuudessa seka laaketieteellisessa diagnostiikassa. 
Laaketieteellisessa diagnostiikassa menetelmalia ei kuitenkaan saavuteta suoraan 
°*: sellaista tulosta, josta olisi mahdollista diagnostisoida tauti, vaan tulosten tulkintaan 
•. 30 tarvitaan laaketieteeseen perehtynyt henkile. Funktionaalisten elintarvikkeiden 
\l valmistajat tarvitsevat luotettavan ja nopean sekabakteerinaytteiden 
y 9 analyysimenetelman, jotta elintarvikkeiden mahdollinen vaikutus esimerkiksi 
suoliston bakteerikasvuston bakteerilajeihin ja niiden maarasuhteisiin voidaan 
todeta. Rehuteollisuus pyrkii torjumaan mm. siipikarjan salmonellainfektioita 
35 kehittamalia sellaisia rehuja, jotka suosisivat hyvanlaatuisten bakteerien kasvua 
elainten suolistossa. Tama vahentaisi antibioottien kayton tarvetta elainten 
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kasvatuksessa ja vahentaisi antibioottiresistenttien bakteerilajien syntya. 
Laaketieteellisessa tutkimuksessa ja kliinisessa diagnostiikassa uusille 
sekabakteerinaytteiden lajispesifisille analyysi- ja laskentamenetelmille on kasvavaa 
kysyntaa. Ihmisen suolistoflooran tiedetaan sisaltavan enemman bakteerisoluja kuin 
5 mita ihmisessa on omia eukaryoottisoluja, joten mikrobien ja isantaelimiston 
valinen kanssakayminen on laajaa ja suurelta osin tuntematonta (Human fecal flora: 
the normal flora of 20 Japanese-Hawaiians ; W. E. C. Moore and L. V. Holdeman, 
Applied Microbiology, 1974, vol. 27, p. 961-979). Elirniston 
mikrobikolonisaatioiden on arveltu olevan useiden etiologialtaan viela 
10 tuntemattomien tautien syyna. Esimerkkeja tallaisista sairauksista ovat allergiat ja 
nivelreuma (Studies on faecal microecology with reference to diet, medication and 
rheumatoid arthritis; R. Peltonen, vaitoskirja, 1994, Turun yliopisto, ja The role of 
gut microflora in the hygiene hypothesis of allergy; M. Kalliomaki, vaitiSskirja, 
2001, Turun yliopisto). 

15 Keksintea on seuraavassa selitetty tarkemmin oheisen piirustuksen avulla. 

PHRUSTUKSEN SELITYS 

Piirustus koostuu seuraavista kuviosta: 

Kuvio 1 esittaa kaavamaisesti keksinnon mukaisessa menetelmassa kaytettya 
virtaussytometria. 

e • 
• •• 

••• | 20 Kuvio 2 esittaa kaavamaisesti poikkileikkauksen kuviossa 1 esitetysta 
• • : o virtaussytometrista. 



• o • 
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Kuviot 3a, 3b ja 3c esittavat kaavamaisesti signaalin muodostumisen periaatetta 
virtaussytometriassa. 



Kuvio 4 esittaa kaavamaisesti signaalinviivastyslaitteiston toimintaperiaatetta. 

• • * 

• • 

25 Kuvio 5 esittaa esimerkin tuloksia. 

••• 

'J.* Kuvio 1 esittaa kaavamaisesti keksinnon mukaisessa menetelmassa kaytettya 
virtaussytometria. Kuviossa 1 on esitetty laser 1 ja siita lahteva lasersade 2. 
Kuviossa on lisaksi esitetty laser 3, josta lahtevan lasersateen 4 aallonpitiaus on 

• •« 

\.. m lyhyempi kuin lasersateen 2 aallonpituus. Edelleen kuviossa on esitetty 
## ° 30 virtauskammio 5, jossa nayteliuos 6 ja sita ymparOiva vaippaliuos 7 virtaavat 
nuolien 8 osoittamaan suuntaan. Nayteliuos 6 sydtetaan vaippaliuokseen 7 
najrtteensyottOneulan 9 avulla. Nayteliuoksessa 6 on analysoitavia partikkeleita 10, 
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joka voi olla hybridisoitunut ja DNA-varjaytynyt bakteeri, hybridisoitumaton DNA- 
vSrjaytynyt bakteeri, DNA-v3ijaytymat6n DNArta sisaltSmaton partikkeli tai 
bakteerien lukumaaran laskemisessa apuna kaytetty mikropartikkeli. Nayteliuos 6 
virtaa lasersateiden 2 ja 4 poikki niin kapeana, etta sen sisaltamat partikkelit 
5 muodostavat partikkelijonon 11. Partikkelijonon 11 ja lasersateiden 2 ja 4 
leikkauskohdat on merkitty viitenumeroin 12 ja 13, vastaavastL 

Laitteessa on edelleen FSC-detektorina toimiva fotodiodi 14, FL4-detektorina 
toimiva valomonistinputki 15, FL2-detektorina toimiva valomonistinputki 16 ja 
SSC-detektorina toimiva valomonistinputki 17. Laitteessa on lisaksi 

10 virtaussytometrin optiseen jarjestelmaan kuuluvia optisia suodattimia ja peileja 18, 
joilla partikkeleista sironnut ja fluoresoiva tietyn aallonpituusalueen valo 
suodatetaan ja ohjataan detektoreille 14, 15, 16, 17. Laitteessa voi olla myos 
jateastia 19, johon nayte analyysin jalkeen johdetaan. Kuvien yksinkertaistamiseksi 
niista on jatetty pois FL1- ja FL3-detektorit. Tallainen toimintaperiaate on 

15 esimerkiksi yrityksen Becton Dickinson valmistamassa virtaussytometrissa mallia 
FACSCaUbur™. 

Kuviossa 2 on esitetty poikkileikkauskuva samasta laitteistosta kuin kuviossa 1. 
Kuviossa esitetaan viitenumerolla 20 lasersateen ja nayteliuoksen leikkauspisteessa 
oleva partikkeli, joka sirottaa ja fluoresoi valoa. Sironnut ja fluoresoitunut valo on 

.... 20 esitetty kaaviomaisesti viivoilla 21. 

■ * 

„Yi Kuvioissa 3a, 3b ja 3c esitetaan signaalin muodostumisen periaate. Kuviossa 3a on 

,IY esitetty vaihe 1, jossa partikkeli 22 saapuu alhaalta ylSspain kulkevan nestevirran 

•:••! mukana lasersateeseen 23. Lasersade 23 siroaa partikkelista 22 ja fluorokromit 
•"•J virittyvat ja emittoivat emissiospektrinsa mukaista valoa. Virtaussytometrin 
. ooe o 25 fotodiodi ja valomonistinputket seka virtaussytometrin muu elektroniikka muuttaa 
optiset signaalit analogisiksi jannitepulsseiksi, kuten on kuvattu koordinaatistossa, 
• jossa x-akselilla on esitetty aika ja y-akselilla jannite. Jannitepulssien huippujannite 
l:\ saavutetaan vaiheessa 2, joka on esitetty kuviossa 3b, kun partikkeli 22 on 
T kokonaan lasersateessa 23. Lasersateen 23 sironta ja emittoivien fluorokromien 

30 maara on talldin suurimmillaan. Kuviossa 3c esitetyssa vaiheessa 3 partikkelin 22 
f **: poistuessa lasersateesta 23 jannite alkaa vastaavasti laskea. Jannitepulssin 
muodostumiseen kulunut aika riippuu partikkelin 22 koosta ja virtausnopeudesta ja 
\ # on kaytannossa joitakin mikrosekunteja. 
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Kuviossa 4 esitetaan esimerkinomaisesti signaalin viivastamisen periaate kahta 
laseria kayttavassa virtaussytometrissa. Kuviossa on esitetty partikkeleita 10 jotka 
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muodostavat nayteliuoksen partikkelijonon seka ensimmaisen lasersateen ja 
partikkelijonon leikkauskohta 12 ja toisen lasersateen ja partikkelijonon 
leikkauskohta 13, kuten kuviossa 1. Edelleen x-akselilla on kuvattu jannitepulssit. 
Ensimmainen jannitepulssi, joka syntyy partikkelin 10 kohdatessa ensimmaisen eli 
5 pidempiaallonpituuksisen laserin sateen leikkauskohdassa 12, on kuvattu 
viitenumerolla 24. Esimerkissa pidempiaallonpituisen laserin partikkelissa 10 
aiheuttama fluoresenssi detektoidaan FL4-detektorilla, eli jannitepulssi 24 syntyy 
FL4-valomonistinputkella, 

Viitenumerolla 25 esitetaan jannitepulssia, joka syntyy partikkelin 10 myShemmin 
10 kohdatessa toisen eli lyhyempiaallonpituuksisen laserin leikkauspisteessa 13. 
Esimerkissa lyhempiaallonpituuksisen laserin partikkelissa 10 aiheuttama 
fluoresenssi detektoidaan FL2-detektorilla, lasersateen sironta matalissa kulmissa 
FSC-detektorilla ja lasersateen sironta suuremmissa kulmissa SSC-detektorilla. X- 
akselilla esitetty ensimmaisen ja toisen jannitepulssin syntymisen valinen aika t on 
15 se aika, joka partikkeUlta 10 kuluu ensimmaisen ja toisen laserin valisen matkan 
kulkemiseen. Jotta partikkelin 10 eri ajassa ja tilassa synnyttamat signaalit 
tunnistetaan samasta partikkelista peraisin oleviksi, on ensimmaista jannitepulssia 
viivastettava aika t virtapiirissa 26. Viivastetty jannitepulssi on esitetty 
viitenumerolla 27. Signaalinviivastyksella laserien samassa partikkehssa 10 eri 
20 ajanhetkina synnyttamat fluoresenssi- ja sirontasignaalit synkronoidaan samaan 
ajanhetkeen, jotta eri lasereilla samasta partikkehsta 10 saadut parametrit 

: " kuvautuvat samasta partikkelista 10 peraisin oleviksi. 

• • • 
» • 
• • 

Kuviossa 5 esitetaan 16S rRNA-tekniikalla hybridisoidun, DNA-varjatyn ja 

a lll* : mikropartikkeleja sisaltavaan koeputkeen homogenisoidun ulostenaytteen 

* m .25 virtaussytometria-analyysilia saatu pistekuvaaja. Jokainen kuvaajassa oleva piste 
» •« 

l„° vastaa yhta mitattua partikkelia. X-akselin logaritmisella asteikolla mitataan 
koettimeen liitettyjen fluorokromien fluoresenssin suhteellista intensiteettia 
(kanavalla FL4) ja y-akselillla DNA-varin fluoresenssin suhteellista intensiteettia 
(kanavalla FL2). Kuvaajan x-akselilla on esitetty jannitepulssin korkeutta (FL4 H, 
P# : 30 jossa H tarkoittaa korkeutta) ja samoin y-akselilla on esitetty jannitepulssin 
korkeutta. Kuvaajilla olisi mahdollista esittaa myQs jannitepulssin levejrtta tai pinta- 
alaa. Pistekuvaajassa voidaan erottaa nelja eri populaatiota: 

1. vain DNA-varin sisaltavat partikkelit eli naytteen muut bakteerit kuin 
kohdebakteerit, esitetty viitenumerolla 28, 
35 2. kummallakin fluoresenssiparametrilla heikosti fluoresoivat partikkelit eli 
taustapopulaatio, esitetty viitenumerolla 29, 
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3. seka koettimen etta DNA-vSrin sisaltavat partikkelit eli kohdepopulaatio, 
esitetty viitenumerolla 30 ja 

4. voimakkaasti kummallakin fluoresenssikanavalla kuvautuvat 
mikropartikkelit, esitetty viitenumerolla 31. 

5 Populaatiot 1. ja 3. muodostavat yhdessa naytteen kokonaisbakteeripopulaation. 
UlostenMytteessa taustapopulaatio muodostuu suurimmaksi osaksi 
ruoansulatuskanavassa sulamattomista kuituisista materiaaleista. Esimerkissa 
selostetaan tarkemmin miten kuvio on saatu aikaan. 

KOKEELUNEN OSA 
10 Esimerkki 

Keksinnon mukaisella menetelmalia tutkittiin ihmisen ulostenaytteita 
hybridisoimalla niita 16S rRNA-tekniikalla ja DNA-varjayksella Gluten on esitetty 
julkaisussa Quantative fluorescence in situ hybridization of Bifidobacterium spp. 
15 with genus-specific 16S rRNA-targeted probes and its application in fecal samples; 
P. S. Langendijk et al., Applied and Environmental Microbiology, 1995, vol. 61, p. 
3069-3075). Koettimena kaytettiin bifidobakteerispesifista koetinta, joka oli 
leimattu punaisen aallonpituusalueen Cy5-leimalla (valmistaja yritys Eurogentec), 
jonka absorptiomaksimi on noin 643 nm ja emissiomaksimi noin 667 nm ja joka on 
20 taten tunnistettavissa FL4-detektorilla. DNA-varina kaytettiin oranssin 
: " : aallonpituusalueen SYTOX™ Orange -vSria (valmistaja yritys Molecular Probes), 
jonka absorptiomaksimi on noin 547 nm ja emissiomaksimi noin 570 nm ja joka 
l\ m tunnistettiin FL2-detektorilla. SYTOX™ Orangen absorptiospektri on riittavan laaja 
•S-: virittySkseen 488 nm:n laservalolla. Hybridisoitu ulostenayte oli homogenisoitu 
: *..225 TraCount m -mikropartikkeleita sisaltavaan koeputkeen (valmistaja yritys Becton 
Dickinson). Naytteessa oleva hybridisoitunut bifidobakteeri saapui nestevirtauksen 
tuomana 635 nm:n aallonpituuksisen punaisen diodilaserin optisesti fokusoidun 
. sateen ja hydrodynaamisesti fokusoidun partikkelijonon leikkauspisteeseen. 
Bakteeriin hybridisoiduissa koettimissa olevat Cy5-fluorokromit absorboivat 
•; # "30 energiaa lasersateesta ja fluoresoivat eli emittoivat absorboimaansa energiaa 
0]s viritysaallonpituuttaan pidempiaallonpituisena valona joka tunnistettiin EL4- 
: !!! : valomonistinputkella ja jannitepulssi alkoi syntya, kuten on esitetty kuviossa 3a. 
./ Bakteerin ollessa vasta osittain ensimmaisen laserin sateessa vain pieni osa 

\.! # bakteerissa olevista koettimien fluorokromeista absorboi energiaa ja emittoi valoa, 
'••• # 35 joten FL4-valomonistinputkella jannitepulssi ei ollut viela huipussaan. Lasersateen 
fluorokromeja virittava vaikutus oli maksimissaan partikkelin ollessa sateen 
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fokuskohdan leikkauspisteen keskella, jolloin jSnnitepulssi saavutti huippuarvonsa 
(kuten esitetaSn kuviossa 3b). Bakteerin poistuessa laserin sateesta energiaa 
absorboivien ja valoa emittoivien koettimiin liitettyjen fluorokromien rnaara vaheni, 
joten jannitepulssi laski (kuvio 3c). Syntynytta jSnnitepulssia viivastettiin 
5 virtapiirissa 22 ± 1 mikrosekuntia. Viivastyksen aikana bakteeri saapui 488 nm:n 
aallonpituuksisen argon-ionilaserin sateen ja partikkelijonon leikkauspisteeseen. 
Laserin 488 nm:n aallonpituinen valo viritti bakteerin DNA:han sitoutunutta DNA- 
varia, jonka fluoresoima viritysaallonpituuttaan pidempiaallonpituinen valo 
tunnistettiin FL2-valomonistinputkella. Nain syntyi toinen jannitepulssi. 
10 MenetelmSssa kaytettiin kahta kynnysarvoa, jotta voitiin varmistua siita, etta 
bakteereiksi laskettavat partikkelit todella olivat bakteereja. SSC-parametrin 
kynnysarvo oli otoksen kattavuuden varmistamiseksi asetettu niin inatalalle, etta 
kaikki bakteerit tulevat tunnistetuksi. Naytteessa oli kuitenkin muitakin 
partikkeleita kuin bakteereja, joiden SSC-signaali ylitti kynnysarvon. Taman 
15 ongelman ratkaisemiseksi kaytettiin toista kynnysarvoa, joka oli asetettu FL2- 
kanavalle, eli DNA-varin tunnistavalle kanavalle. SSC-kynnysarvon ylittavien 
partikkelien oli ennen mitatuksi tuloaan ylitettava my6s FL2-kynnysarvo, joten 
kahta kynnysarvoa kayttamalla voitiin bakteerit erottaa luotettavasti naytteen muista 
partikkeleista. Jannitepulssit vahvistettiin logaritmisella vahvistimella, digitoitiin ja 
20 analysoitiin virtaussytometriin liitetylla tietokoneella. Jannitepulssin 
maksimikorkeus on verrannollinen bakteerissa olevien fluorokromien fluoresenssin 
intensiteettiin. Bakteerin FL2- ja FL4-kanavilla aiheuttamat signaalit kasiteltiin 
#:# tietokoneella ja kuvattiin pistekuvaajassa (kuvio 5). Bakteerin ollessa ylla kuvatulla 
V tavalla hybridisoitunut bifidobakteeri, se kuvautui kohdebakteeripopulaatioon 
fl % 25 (viitenumero 30 kuviossa 5) kuuluvana. Mikaii bakteeri oli jokin hybridisoitumaton 
* bakteeri, se kuvautui naytteen muiden bakteerien popidaatioon kuuluvana 
'•s (viiteniimero 28 kuviossa 5). DNA-varjaytymatt6mat partikkelit kuvautuivat 
„ l taustapopulaatioon (viitenumero 29 kuviossa 5) ja bakteerisolujen tarkan 
lukumaaran laskenodseen kaytetyt fluoresoivat mikropartikkelit muodostivat oman 
30 populaationsa (viitenumero 3 1 kuviossa 5). 

Taulukossa 1 esitetaan viidelta vapaaehtoiselta koehenkilolta viikon valein 
kerattyjen kolmen ulostenaytteen analyysien tulokset. Ulostenaytteet oli kasitelty 
yleisesti tunnetun kiinnitysmenetelman mukaisesti ja hybridisoitu 
bifidobakteerispesifisella koettimella seka DNA-varjatty (kuten on esitetty 
35 julkaisussa Quantative fluorescence in situ hybridization of Bifidobacterium spp. 
with genus-specific 16S rRNA-targeted probes and its application in fecal samples; 
P. S. Langendijk et al., Applied and Environmental Microbiology, 1995, vol. 61, p. 
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3069-3075). Naytteen sisSltMma kokonaisbakteerimaara ja hybridisoituneiden 
bifidobakteerien maara ja prosenttiosuus kaikista naytteen bakteereista on laskettu 
seka virtaussytometrialla etta fluoresenssimikroskopialla. Virtaussytometrinen 
analyysi tehtiin keksinnon mukaisella menetelmalla ja fluoresenssimikroskooppinen 
analyysi Langendijkin julkaisun mukaisesti. Kuten Taulukosta 1 nahdaan, 
menetelmat antavat hyvin samansuuntaiset tulokset niin bifidobakteerien osuuden 
kuin kokonaisbakteerien maaran suhteen. Virtaussytometrilla suoritetussa 
laskennassa on laskettu noin 20000 bakteeria jokaisesta naytteesta ja yhden naytteen 
analyysiaika on noin puoli minuuttia. Fluoresenssimikroskopialla suoritetussa 
laskennassa on laskettu noin 2000 bakteeria per nayte ja aikaa yhden naytteen 
analysoimiseen on kulunut noin yksi tunti. 

Bakteerit (10 10 /g) Bifidobakteerien osuus 

Aika 

Koehenkilfl (viikkoa) Mikroskopia Virtaussytometria Mikroskopia Virtaussytometria 



I 


0 


2.3 


2.1 


2.2% 


2.3% 




l 


2.9 


2.2 


3.7% 


3.5% 




2 


3.0 


3.1 


1.4% 


0.9% 


n 


0 


1.0 


1.1 


6.9% 


7.8% 




1 


1.2 


1.5 


4.5% 


4.3% 




2 


1.8 


1.5 


4.5% 


3.9% 


m 


0 


2.0 


2.1 


0.31 % 


0.0% 




1 


2.8 


2.2 


0.63 % 


0.0% 




2 


2.7 


2.5 


0.59% 


0.0% 


IV 


0 


2.8 


2.7 


1.7% 


1.3% 




1 


2.0 


2.6 


3.5% 


3.0% 




2 


3.2 


2.4 


2.9% 


2.3% 


V 


0 


2.3 


3.1 


6.1 % 


5.9% 




1 


3.3 


2.9 


7.4% 


8.0% 




2 


2.6 


2.8 


5.5% 


6.0% 
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PATE1STITIVAATIMUKSET 

1 . Menetelma yhden tai useamman bakteerin ja/tai bakteerilajin tunnistamiseksi 
ja vahintaan kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin osuuden mittaamiseksi 
bakteerinaytteesta, joka bakteerinSyte sisaltaa partikkeleita, tunnettu siita, etta 

a) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA- 
molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty ensimmaista 
fluorokromia, joka absorboi valoa ensinunaiselia aallonpituusalueella, 

b) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista 
fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituusalueella, 

c) bakteerinayte sydtetaan virtaussytometriin, 

d) mainittua ensimmaista fluorokromia viritetaan mainitussa 
virtaussytometrissa ensinunaiselia aallonpituusalueella olevalla 
monokromaattisella valolla, 

e) mainittua toista fluorokromia viritetaan mainitussa virtaussytometrissa 
toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla, 

f) detektoidaan naytteen partikkeleista siroava valo ja naytteen partikkeleihin 
sitoutuneiden fluorokromien fluoresenssi, jolloin saadaan joukko 
jannitepulsseja, ja 

g) analysoidaan mainittu joukko jannitepulsseja, 

ja siita, etta fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu 
siten, etta bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA- 
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerinaytteen vahintaan 
yhden bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskimaaraisten 
fluoresenssien intensiteettien ero on vahintaan nelinkertainen logaritmisella 
asteikolla. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta mainitut 
koettimet sitoutetaan ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin jotka on valittu joukosta, 
jossa on 16S-ribosomaaliset RNA-molekyylit ja 23S- ribosomaaliset RNA- 
molekyylit. 

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaiheessa d) virtaussytometriin syotettavassa bakteerinaytteessa on lisaksi 
mikropartikkeleita, joiden sirontaominaisuudet ja/tai fluoresenssiominaisuudet 
eroavat bakteerinaytteen partikkeleiden sirontaominaisuuksista ja/tai 
fluoresenssiominaisuuksista. 
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4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta siina 
kaytetaan lisaksi vakioidun naytemaaran annostelevaa syOttolaitetta. 

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
ensimroainen aallonpituusalue on 600-650 nm. 

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
toinen aallonpituusalue on 350-600 nm. 

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
mainitut ensimmaisella ja toisella aallonpituusalueella olevat monokromaattiset 
valot tuotetaan yhdella valonlahteelia. 

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
mainitut ensimmaisella ja toisella aallonpituusalueella olevat monokromaattiset 
valot tuotetaan vahintaan kahdella valonlahteelia. 

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vahintaan 
kaksi mainituista vahintaan kahdesta valonlahteesta ovat etaisyyden paassa 
toisistaan ja etta menetelmassa kaytetaan signaalinviivastyslaitteistoa ensimmaisella 
ja valinnaisesti seuraavilla valonlahteilla syntyneiden jannitepulssien 
viivastamiseksi. 

10. Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
mainitut valonlahteet on vahttu joukosta, jossa on 635 nm:n diodilaser ja 488 nm:n 
argon-ionilaser. 

11. Jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
bakteerinayte on nisakkaan elimistSnestenayte. 

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
bakteerinayte on nisakkaan ruoansulatusjarjestelmasta peraisin oleva nayte. 

13. Jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
bakteerinayte on jatevesinayte. 

14. Jonkin patenttivaatimuksista 1-13 mukaisen menetelman kaytto 
bakteerikantojen tunnistamiseen ja niiden osuuksien mittaamiseen. 

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen kaytto, tunnettu siita, etta bakteerikanta 
on probioottinen bakteerikanta. 



Tiivistelma 

KeksinnSn kohteena on menetelma yhden tai useamman 
bakteerin ja/tai bakteerilajin tannistamiseksi ja vahintaan 
kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin osuuden 
mittaamiseksi bakteerinaytteesta, ja jossa 
bakteerinaytteessa on partikkeleita. MenetelmSlle on 
tunnusomaista se, etta 

a) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin 
ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin sitoutetaan 
koettimia, joihin on liitetty ensimmSista fluorokromia, 
joka absorboi valoa ensimmaisella aallonpituusalueella, 

b) bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin 
DNArhan sitoutetaan toista fluorokromia, joka absorboi 
valoa toisella aallonpituusalueella, 

c) bakteerinayte syOtetaan virtaussytometriin, 

d) mainittua ensimmaista fluorokromia viritetaan 
mainitussa virtaussytometrissa ensimmaisella 
aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla, 

e) mainittua toista fluorokromia viritetaan 
mainitussa virtaussytometrissa toisella 
aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla, 

f) detektoidaan naytteen partikkeleista siroava valo 
ja naytteen partikkeleihin sitoutuneiden fluorokromien 
fluoresenssi, jolloin saadaan joukko jannitepulsseja, ja 

g) analysoidaan mainittu joukko jannitepulsseja, 

ja lisaksi fluorokromit ja monokromaattisen valon 
aallonpituusalueet on valittu siten, etta bakteerinaytteen 
vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA- 
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja 
bakteerinaytteen vahintaan yhden bakteerin DNArhan 
sitoutettujen fluorokromien keskimaaraisten 
fluoresenssien intensiteettien ero on vahintaan 
nelinkertainen logaritmisella asteikolla. Keksinnon 
kohteena on lisaksi mainitun menetelman kayttO. 
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